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PROCEDE D'ANALYSE DE LA PREDISPOSITION GENETIQUE D'UN PATIENT AU DIABETE INSULINO- 
DEPENDANT, DISPOSITIF ADARTE A SA MISE EN OEUVRE ET JEU D'AMORCES D'AMPLIFICATION 
ADAPTE A UN TEL PROCEDE. 

La presente invention concerne un procede d'analyse 
de la predisposition genetique d'un patient au diabete insu- 
lino-dependant. Elle consiste egalement en un dispositif 
adapte a la mise en oeuvre et un jeu d'amorces d'amplifica- 
tion adapte a un tel procede. 

Le procede consiste a mettre un echantillon liquide con- 
tenant au moins un type d'am pi icons, issus de I'amplifica- 
tion d'au moins une region polymorphe d'interet en rapport 
avec la maladie recherchee, en presence simultanement de 
sondes choisies de la facon suivante: 

. au moins une sonde specifique de la susceptibilite du 
patient vis-a-vis de la maladie, 

. au moins une sonde specifique de la protection dudit 
patient vis-a-vis de ladite maladie, et 

. au moins une sonde specifique de la neutrality dudit 
patient vis-a-vis de ladite maladie, 

et consistant a reveler les hybridations realisees. 
L'invention trouve une application preferentielle dans le 
domaine du diagnostic. 
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DESCRIPTION 

La presente invention concerne un procede d'analyse de la predisposition 
genetique d'un patient a au moins une maladie appelee le diabete insulino-dependant. 

Le diabete de type 1 (ou diabete insulino-dependant) est une maladie caracterisee 
par la disparition des cellules 3 de Langerhans productrices d'insuline dans le pancreas, 
resultant d'un processus auto-immun qui se developpe chez les individus genetiquement 
predisposes. A cote de facteurs environnementaux, une composante genetique de 
predisposition est observee. . * 

Chaque individu dispose d'un patrimoine genetique propre, herite de ses 
ascendants. Ce contexte genetique particulier peut parfois activement participer a 
1' apparition et/ou au developpement de certaines affections : infections par un agent 
pathogene (virus du SIDA par exemple), maladies autoimmunes (maladies 
rhumatismales par exemple). Les genes du Complexe Majeur d'Histocompatibilite 
(CMH) notamment les genes codant pour les antigenes HLA (Human Leukocyte 
Antigens), jouent un role preponderant dans le developpement des pathologies 
autoimmunes : 

• non specifiques d'organes, par exemple articulaires comme la polyarthrite rhumatoide 
(Lawrence, 1970; Stastny, 1978; Khan, 1979; Stastny, 1983 ; Gregersen, 1986; 
Gregersen, 1987 ; Stastny, 1988 ; Todd, 1988 ; Wordsworth, 1989 ; Nepom, 1989 ; 
Hiraiwa, 1990 ; Nepom, 1991) ou la spondylarthrite ankylosante (Brewerton, 1973 ; 
Schlosstein, 1973 ; Benjamin, 1990), ou 

• specifiques d'organes et plus precisement de glandes endocrines comme le pancreas 
associe au diabete insulino-dependant (Komulainen, 1999 ; Kulmala, 2000). 

Une partie importante de la composante genetique de la susceptibilite au diabete 
insulino-dependant a pu etre associee au marqueur principal lie au locus HLA (IDDM1), 
et plus particulierement aux genes HLA-DQB1. Les donnees de la litterature permettent 
actuellement de considerer les alleles les plus courants parmi les quarante-cinq (45) 
alleles HLA-DQB1 decrits dans la nomenclature internationale, comme alleles de 
susceptibilite (alleles S), alleles de protection (alleles P), alleles neutres (alleles N) 
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1^0. Statut du diabete insulino-dependant en fonction de la nature 
de T acide amine en position 57 
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^utilisation de serum est beaucoup moins pratique qu'un protocole a parttr 
d'une tache de sang seche. De plus, leur technique est complexe puisque : 
. Us realise* une analyse en deux temps des alleles HLA-DQB1 et HLA-DQA, put. 

des alleles HLA-DRB1*04, 
. ils utilisent une technologie compliquee pour Immobilisation des sondes de capture, 
avec une temperature d'hybridation a 63°C, des lavages a 63°C puis de 18 a 25°C et 
revelation en deux temps avec streptavidine peroxydase (SPOD). 
De meme, cette technique ne permet absolument pas de detecter 1'effet dose qu, a 
pourtant une influence considerable sur la predisposition genetique d'un pafent au 
diabete insulino-dependant. 

Enfin ces tests ne peuvent etre effectuees que par les centres speaabses dans 
,'etude des genes HLA, tels les centres de transfusions sanguines ou certams hop.taux 
specialises. Cette identification necessite done 1'envoi d'un echantillon et 1'utilisaUon 
d'une technologie assez lourde. Les consequences negatives sont done nombreuses, 
telles que : 

• les risques de perte de rechantillon, 

• la longue duree de cette identification, 

• le cout relativement eleve de ladite identification, et 

. 1'absence de controle par le demandeur sur le prestataire de services. 

Le procede d'analyse revendique permet une analyse simplifiee sur le plan 
pratique, plus rapide, moins de deux heures, apres preparation des amplicons, et peu 
onereuse. 

A cet effet la presente invention concerne un procede d'analyse de la 
predisposition genetique d'un patient a une maladie auto-immune, consistant a mettre un 
echantillon liquide contenant au moins un type d'amplicons, issus de 1'amplincat.on d au 
m oins une region polymorph d'interet en rapport avec la maladie recherchee, en 
presence simultanement de sondes choisies de la facon suivante : 
• au moins une sonde specific^ de la susceptible du patient vis-a-vis de la malad.e, 
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. au moins une sonde specifique de la protection dudit patient vis-a-vis de ladite 
maladie, et 

. au moins une sonde specifique de la neutralite dudit patient vis-a-vis de ladite 
maladie, 

et consistant a reveler les hybridations realisees. 

Preferentiellement, ce precede permet Tanalyse de la predisposition genetique 
d'un patient a un diabete insulino-dependant. 

Selon une variante de realisation, les sondes utilisees pour detecter le diabete 
insulino-dependant sont definies comme suit : 

. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*0201 et HLA-DQB1*0202 et 

HLA-DQB 1*0302 pour la susceptibilite, 
. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0301, HLA-DQB 1 *0602 et 

HLA-DQB 1*0603 pour la protection, et 
. au moins une sonde specifique des autres alleles associes au diabete insulino- 

dependant pour la neutralite. 

Selon une variante de realisation, les sondes utilisees pour detecter le diabete 

insulino-dependant sont definies comme suit : 

. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0201, HLA-DQB 1*0202, 
HLA-DQB1*0203, HLA-DQB 1*0302, HLA-DQB 1*0304, HLA-DQB1*0305, 
HLA-DQB1*0307 et HLA-DQB1*0308 pour la susceptibilite, 

. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*03011. HLA-DQB 1*03 01 2, 
HLA-DQB 1*03032, HLA-DQB1*03033, HLA-DQB 1*0304, HLA-DQB 1 *0306, 
HLA-DQB1*0308, HLA-DQB 1*0309, HLA-DQB 1*03 10, HLA-DQB 1*0602, 
HLA-DQB1*0603, HLA-DQB 1*0608, HLA-DQB1*0610, HLA-DQB1*06111, 
HLA-DQB1*06112, HLA-DQB 1 *06 1 2, HLA-DQB1*0613, HLA-DQB1*0614 et 
HLA-DQB 1*06 16 pour la protection, et 
. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0306, HLA-DQB 1*0401, 
HLA-DQB 1*0402, HLA-DQB1*05011, HLA-DQB 1*050 12, HLA-DQB 1*0502, 
HLA-DQB 1*05031, HLA-DQB 1*05032, HLA-DQB 1*06011, HLA-DQB 1*060 12, 
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HLA-DQB1*06013, HLA-DQB 1*06051, HLA-DQB 1*06052, HLA-DQB 1*0606, 
HLA-DQB 1*0609, HLA-DQB1*061 12 et HLA-DQB 1*06 12 pour la neutrality 

Plus precisement et dans toutes les variantes precedemment citees, les sondes 

utilisees pour detecter la susceptibilite vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont 

definies comme suit : 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0201, HLA-DQB 1 *0202 et HLA- 
DQB 1*0203, et 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0302, HLA-DQB 1*0304, HLA- 
DQB 1*0305, HLA-DQB1*0307 et HLA-DQB 1*0308. 

Selon ce dernier cas, les sondes utilisees pour detecter la susceptibilite vis-a-vis 
du diabete insulino-dependant sont constitutes d'au moins dix (10) acides amines 
successifs pris dans les sequences suivantes : 

• SEQ ID NO 5 (TCTTgTgAgCAgAAgC), et 

• SEQ ID NO 6 (CCgCCTgCCgCCgA) 

Plus precisement et dans toutes les variantes precedemment citees, les sondes 
utilisees pour detecter la protection vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont definies 
comme suit : 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1 * 0301 1, HLA-DQB1 *03012, HLA- 
DQB1*0304 et HLA-DQB 1*0309, 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*03011, HLA-DQB 1*030 12, HLA- 
DQB 1*03032, HLA-DQB 1*03033, HLA-DQB 1*0306, HLA-DQB1*0309 et 
DQB1*0310, et 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1 *0308, HLA-DQB 1*0602, HLA- 
DQB 1*0603, HLA-DQB 1*0608, HLA-DQB 1*06 10, HLA-DQB 1 *061 1 1, HLA- 
DQB1*06112, HLA-DQB 1*06 12, HLA-DQB 1*06 13, HLA-DQB 1 *0614 et HLA- 
DQB1*0616. 

Selon ce dernier cas, les sondes utilisees pour detecter la protection vis-a-vis du 
diabete insulino-dependant sont constitutes d'au moins dix (10) acides amines successifs 
pris dans les sequences suivants : 
• SEQ ID NO 7 (AggggACCCgggCggA), 
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• SEQ ID NO 8 (gACgTggAggTgTACC), et 

• SEQ ID NO 9 (gCCgCCTgACgCCg) 

Plus precisement et dans toutes les variantes precedemment citees, les sondes 
utilisees pour detecter la neutralite vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont definies 
5 comme suit . 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0306, HLA-DQB1-0401 et HLA- 
DQB 1*0402, 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*0501 1, HLA-DQB 1*050 12, HLA- 
DQB 1 *0502, HLA-DQB 1 *0503 1 et HLA-DQB 1 *05032, 
10 • une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1* 0601 1, HLA-DQB1*06012 et HLA- 
DQB 1*06013, et 

• une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1 *0605 1 , HLA-DQB 1*06052, HLA- 
DQB 1 *0606, HLA-DQB 1*0609, HLA-DQB 1*061 12 et HLA-DQB 1*0612. 

Selon ce dernier cas, les sondes utilisees pour detecter la neutralite vis-a-vis du 
diabete insulino-dependant sont constitutes d'au moins dix (10) acides amines successifs 
pris dans les sequences suivants : 

• SEQ ID NO 10 (ggggCCCgggCgTC), 
. SEQ ID NO 1 1 (AggAggACgTgCgC), 

. SEQ ID NO 12 (TCTTgTAACCAgATAC), et 
20 • SEQ ID NO 13 (ggTggACACCgTATgCAg). 

Dans tous les cas de figure, au moins une sonde de controle positif, capable de 
s'hybrider avec P ensemble des genes HLA-DQB 1, est utilisee pour permettre la 
detection de tous les alleles HLA-DQB 1 

De plus, au plus 38,89 %, preferentiellement au plus 20 %, des bases d'une 
25 meme sonde sont remplacees par au moins une base analogue, telle que l'inosine. De 
telles valeurs sont deductibles d'une precedente demande de brevet deposee par la 
demanderesse sous le numero PCTFR00/01385 sous priorite des 20 juin 1999 et 6 
decembre 2000. Une definition d'une base analogue est donnee dans la suite de la 
description. 
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Prealablement au procede d'analyse de la predisposition genetique d'un patient a 
une maladie auto-immune, tel que decrit ci-dessus, au' moins une amplification de la ou 
des regions polymorphes d'interet associees au HLA-DQB1 est effectuee. 

Preferentiellement, les amorces d'amplification sont biotinylees, de sorte que les 
amplicons sont egalement biotinyles. 

Prealablement a I' amplification, Fechantillon biologique preleve, 
preferentiellement sous forme de tache de sang seche, est traite en vue de T extraction 
des acides nucleiques. 

Cette extraction des acides nucleiques s'eff^ctue dans un melange reactionnel 
contenant deja les desoxyribonucleotides triphosphates (dNTP), qui seront ensuite 
utilises lors de l'amplification, et ce prealablement a Pincubation. 

Dans ce dernier cas, apres l'incubation, on ajoute dans le melange reactionnel, 
des desoxyribonucleotides triphosphates (dNTP), qui seront egalement utilises lors de 
l'amplification ulterieure. 

L'invention concerne egalement un dispositif permettant la mise en oeuvre d'un 
procede tel que decrit ci-dessus, ou selon une premiere variante de realisation, chaque 
type de sondes specifiques est fixe dans un compartiment independant, tel qu'un puits 
d'une plaque de microtitration, independamment des autres sondes. 

Selon une deuxieme variante de realisation, chaque type de sondes utilisees pour 
detecter la susceptibilite ou la protection vis-a-vis du diabete insulino-dependant est fixe 
dans un compartiment independant, tel qu'un puits d'une plaque de microtitration, 
independamment des autres sondes utilisees pour detecter cette susceptibilite ou cette 
protection, et toute ou partie des differents types de sondes utilisees pour detecter la 
neutrality vis-a-vis du diabete insulino-dependant est fixee dans au moins un puits d'une 
plaque de microtitration. 

Selon une troisieme variante de realisation, au moins deux types de sondes 
specifiques differentes sont fixes dans un meme compartiment independant, tel qu'un 
meme puits d'un plaque de microtitration, sans interaction entre elles. 

Selon une quatrieme variante de realisation, l'ensemble des types de sondes 
utilisees pour detecter la susceptibilite ou la protection ou la neutralite vis-a-vis du 
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diabete insulino-dependant est fixe dans un seul et meme compartiment, tel qu'un puits 
d'une plaque de microtitration. 

Dans le cas ou un compartiment, tel qu'un meme puits d'un plaque de 
microtitration, ne contient qu'un seul type de sondes utilisees pour detecter la 
susceptibilite ou la protection, le precede de revelation des hybridations realisees avec le 
dispositif s'effectue par une revelation colorimetrique non localisee mettant en jeu une 
reaction enzymatique. Par exemple, il peut s'agir d'une revelation des hybridations 
realisees entre chaque type de sonde et les amplicons par la peroxydase. 

Dans le cas ou un compartiment, tel qu'un meme puits d'un plaque de 
microtitration, contient au moins deux types de sondes utilisees pour detecter la 
susceptibilite ou la protection, le procede de revelation des hybridations realisees avec 
un dispositif s'effectue par une revelation localisee. Par exemple, il peut s'agir d'une 
revelation des hybridations realisees entre chaque type de sonde et les amplicons par 
fluorescence ou radioactivite. 

L'invention concerne enfin un jeu d'amorces permettant l'amplification d'une 
sequence correspondant au gene HLADQB1 en vue de son utilisation dans un procede 
d'analyse de la predisposition genetique d'un patient au diabete insulino-dependant, qui 
consiste a utiliser une amorce SEQ ID NO 1 en combinaison avec une amorce SEQ ID 
NO 2. 

Preferentiellement, les amorces sont biotinylees en 5'. 

De plus, les sondes de capture permettant l'hybridation de sequences 
correspondant au gene HLA-DQB1, en vue de 1'analyse de la predisposition genetique 
d'un patient au diabete insulino-dependant, sont fixees au fond d'un puits de plaque de 
microtitration ou sur une bille par I' intermediate d'un bras amine ou de biotine situe(e) 
en position 5' des sondes. 

Les exemples ci-joint sont donnes a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. Us permettront de mieux comprendre l'invention. 



La presente invention concerne un procede de detection de maladies genetiques 
o est rapide et d'un faible cout. Cette nouvelle technologie peut etre utilisee avec 
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toutes les maladies genetiques et particulierement avec la polyarthrite rhumatoide, la 
spondylarthrite ankylosante, le diabete insulino-dependant et d'autres maladies auto- 
immunes, telles que les connectivites (lupus, sclerodermic, ...) egalement rencontrees 
lors de consultation de rhumatologie. 

II s'agit d'un procede dedie a 1'analyse de predispositions genetiques d'un 
individu a certaines maladies, par une technique de biologie molecutaire permettant 
1'analyse simultanee d'au moins un gene. Ce procede peut etre avantageusement 
applique a 1'analyse des predispositions genetiques d'un individu, pour une maladie ou 
un ensemble de maladies apparentees, associee(s) a un ou plusieurs genes. Ce procede 
peut etre applique a 1'analyse des predispositions genetiques d'un individu a certaines 
maladies auto-immunes, c'est-a-dire le diabete insulino-dependant, relatif a un organe, 
dans le cas present le pancreas. 

L'interet de ce procede est d'obtenir en une etape, avec un test multiple mais 
unique, un ensemble complet d'informations pertinentes d'interet clinique (diagnostique, 
pronostique et d'orientation therapeutique). Le procede se decompose en plusieurs 
etapes : 

1) extraction d'acides nucleiques a partir d'un prelevement biologique de Findividu, 

2) amplification des regions d'interet, pour lesquelles un polymorphisme associe a une 
predisposition genetique a une pathologie a ete decrit, et 

3) analyse simultanee des amplicons, utilisant un ensemble de reactions d'hybridation 
mettant en oeuvre un jeu de sondes moleculaires permettant r analyse precise d'alleles 
ou de groupes d'alleles donnes. 

1 -Definitions : 

Par compartiment , il faut comprendre tout support solide plan ou concave, c'est- 
a-dire formant cuvette, permettant de recevoir soit : 
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• dans un premier cas, une quantite d'un liquide sans que ce liquide n'ait d'interaction 
avec d'autres aliquotes de ce liquide ou d'autres liquides presents au niveau 
d'eventuel(s) compartiment(s) adjacent(s), 

• dans un second cas, plusieurs quantites egales ou differentes entre elles d'un meme 
liquide ou de liquides differents sans que chacun de ce ou ces liquides n'ait 
d'interaction avec d'autres aliquotes de ce liquide ou d'autres liquides presents au 
niveau d'eventuel(s) compartiment(s) adjacent(s). 

Un dispositif permettant de realiser ces depots de quantites de liquide(s), qui peuvent 
aller de quelques centaines de microlitre, dans le premier cas, a 0,5 nanolitre, dans le 
second cas, ainsi que le procede mis en oeuvre par un tel dispositif et les supports 
realises avec le procede par le dispositif sont deja bien decrits dans une demande de 
brevet deposee le 15 novembre 2000 par la demanderesse, sous le numero FR00/14691. 

Dans le second cas, les differentes quantites de liquide(s) reparties sur un seul 
compartiment sont de tres faibles volumes, generalement inferieurs au microlitre et 
forment des spots a la surface dudit compartiment. Le volume de solution par goutte est 
compris entre 0,5 nanolitre et 1 microlitre, preferentiellement 1 nanolitre et 200 
nanolitres. 

Le terme su pport solide , tel qu'utilise dans la definition precedente, inclut tous 
les materiaux sur lesquels peut etre immobilise un analyte, et dans notre cas un acide 
nucleique. Des materiaux naturels, de synthese, modifies ou non chimiquement, peuvent 
etre utilises comme support solide, notamment des polymeres tels que polychlorure de 
vinyle, polyethylene, polystyrene, polyacrylate, polyamide, ou copolymeres a base de 
monomeres vinyl aromatiques, alkylesters d'acides a-insatures ou (3-insatures, esters 
d'acides carboxyliques insatures, chlorure de vinylidene, dienes ou composes presentant 
des fonctions nitriles (acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure de vinyle et de 
propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate de vinyle, copolymeres a base de 
styrenes ou derives substitues du styrene ; des fibres synthetiques telles que le nylon, la 
nitrocellulose ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le verre, la ceramique, le 
quartz ; des latex ; des particules magnetiques ; des derives metalliques. 

Le support solide selon l'invention peut etre, sans limitation, sous la forme d'une 
plaque de microtitration, d'une feuille, d'un tube, d'un puits, de particules ou d'un 
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support plan comme une pastille, generalement appelee « wafer », de silice ou silicium. 
Preferentiellement, au moins une partie du support est plan comme un wafer de silicium 
ou le fond d'un puits d'une plaque de microtitration. Preferentiellement, ce 
compartiment est constitue par un puits de plaque de microtitration. 

5 Le support solide est hydrophile et/ou hydrophobe en fonction des applications 

et de la nature de la solution contenant le ou les analytes. Par exemple, des zones 
hydrophiles sont utilisees pour le depot, lesdites zones hydrophiles etant delimitees par 
des zones hydrophobes ce qui permet de mieux controler le diametre des spots 

Par r evelation d'une hybridation , il faut s comprendre que Ton utilise un 

10 polynucleotide marque par un reactif de marquage. Par reactif de marquage, on entend 
un traceur generant directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non 
limitative de ces traceurs suit : 

• les enzymes, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la 0- 
galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase, qui produisent un signal 

15 detectable en presence d'un substrat adapte, qui est ajoute, par exemple par 

colorimetrie, fluorescence, luminescence, ou 

• les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, ou 

• les groupements a densite electronique detectable par microscopie electronique ou 
par leur propriete electrique comme la conductivity l'amperometrie, la voltametrie, 

20 les mesures d'impedance, ou 

• les groupements detectables par des methodes optiques comme la diffraction, la 
resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou physiques comme la 
spectroscopie de force atomique, l'effet tunnel, ou 

• les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le ,25 I. 

25 De preference, le traceur est un compose fluorescent de faible encombrement 

sterique comme la fluoresceine, le dansyl, les chromophores du type IR (Li-COR Inc, 
Lincoln NE, USA), Cy5 et Cy3 (Randolph J.B. and al, Nucleic Acids Res., 25(14), 
p2923-2929, 1997) et leurs derives. Par faible encombrement sterique, on entend un 
poids moleculaire inferieur a 1000 g/mole. 
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Le procede de detection d'un acide nucleique cible dans un echantillon dans 
lequel on met en contact cet acide nucleique cible, eventuellement pretraite, avec en 
outre le nucleotide fonctionnalise de maniere a generer un polynucleotide fonctionnalise, 
et a marquer ledit polynucleotide avec le reactif de marquage puis a detecter ledit 
polynucleotide marque. 

Par pretraitement, on entend les difFerentes etapes de traitement de r echantillon 
pour rendre accessible V acide nucleique cible, comme par exemple, la lyse, la 
fluidification, la concentration. 

Par « au moins une sonde specifique des .autres a lleles associes au diabete 
insulino-dependant pour la neutrality il faut comprendre au moins une sonde 
specifique de tout ou partie des alleles constituant le HLA-DQB1, alleles qui n'ont pas 
ete definis comme constituant des alleles de susceptibilite ou de protection au diabete 
insulino-dependant. Generalement, on les choisit les sondes en fonction de la prevalence 
des alleles reconnus ; ainsi plus un allele est prevalent et plus on l'implique au niveau des 
sondes specifiques de neutralite 

Par amplification , il faut comprendre que les polynucleotides fonctionnalises sont 
generes par une reaction d'amplification enzymatique qui agit sur V acide nucleique cible 
qui sert de matrice. Les articles de Lewis (1992. Genetic Engineering News, 12, p. 1-9) 
d'une part, et d'Abramson et Myers (1993. Curr. Opin. BiotechnoL, 4, p. 41*47), d'autre 
part, donnent des exemples d'amplification de cible. La technique ^amplification 
enzymatique est par exemple choisie parmi les techniques NASBA (Nucleic Acid 
Sequence Based Amplification), TMA (Transcription Mediated Amplification) RT-PCR 
(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction), PCR (Polymerase Chain Reaction), 
SDA (Strand Displacement Amplification) ou LCR (Ligase Chain Reaction). 

Par base analogue , il faut comprendre un nucleotide modifie qui est generalement 
incorpore dans un polynucleotide. Un polynucleotide est constitue d'un enchamement 
d'au moins deux desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement 
au moins un nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une 
base modifiee, tel que Tinosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine, la 
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nebularine ou toute autre base modifiee permettant l'hybridation. Ce polynucleotide peut 
aussi etre modifie au niveau : 

• de la liaison internucleotidique, comme par exemple les phosphorothioates, les H- 
phosphonates, les alkyl-phosphonates, ou 

• du squelette, comme par exemple les a-oligonucleotides ( FR-A-2.607.507) ou les 
PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc, 114, pl895-1897, 1992 ou les 2' O- 
alkyl ribose. 

Chacune de ces modifications peut etre prise en combinaison. Le polynucleotide 
peut etre un oligonucleotide, un acide nucleique naturel ou un de ses fragments comme 
un ADN, un ARN ribosomique, un ARN messager, un ARN de transfer!, un acide 
nucleique obtenu par une technique ^amplification enzymatique. 

II - Preparations de 1'echantillon : 

1 0> > Extraction decides desoxvrihonucleiques (ADN) ; 

A - A partir d'un echantillon de sang total : 

Les differents protocoles classiques detraction d , ADN a partir d'echantillons 
de sang total preleve sur un anticoagulant, comme EDTA (Ethylene diamine 
tetraacetique) ou citrate ou heparine, peuvent etre utilises. Ainsi, il peut s'agir d'un 
protocole avec une etape detraction au phenol ou avec etapes de lyses des cellules 
rouges puis des cellules blanches (Kimura et al., 1992). 

En pratique et selon un mode de realisation, cette extraction est realisee de 
maniere tout a fait classique. En fait, on peut utiliser n'importe quelle technique 
d'extraction d'ADN, permettant d'obtenir du materiel susceptible d'etre ulterieurement 
amplifie par un procede d' amplification comme la Polymerase Chain Reaction (PCR). 
Ces techniques de lyse des cellules, avec extraction puis purification des acides 
nucteiques sont habituellement celtes recommandees pour des analyses genetiques ou 
des techniques rapides utilisant des produits commerciaux, telles que QIAmp Blood Kit 
(Marque deposee) de Q1AGEN S. A 
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B - A partir de taches de s an g seche : 
Differents protocoles detraction d'ADN a partir de sang seche sont decrits 
dans la litterature. 

II y a tout d'abord une premiere technique de Jinks et Hum. Genet. 1989, 
81 : 363-366. Celle-ci consiste a deposer du sang sur du papier Schleicher & Schuell no. 
903. Les taches sont sechees a une temperature comprise entre 18 et 25°C, pendant 
plusieurs heures. On decoupe quatre pastilles de 3 mm de diametre, et on les place dans 
un tube de 1,5 ml et on fixe par addition de 30 n^de methanol, puis on effectue une 
evaporation. Ensuite on ajoute 60 \il d'eau et on porte a ebullition pendant 15 minutes. 
Apres on centrifuge 15 minutes a 10.000 g. Enfin on preleve le surnageant pour Petape 
suivante, P amplification par PCR. 

La deuxieme technique est celle de Hezard et a/., Thrombosis Research, 1997, 
88, 1, 59-66. On collecte le sang sur EDTA ou sur citrate ou sur heparine, et on le 
depose sur un papier filtre (Guthrie). Une pastille de 1 mm de diametre est directement 
placee dans 50 nl de melange reactionnel pour 1'amplification subsequente. On incube 
15 minutes a 94°C. Et enfin on additionne de la Taq polymerase, puis on amplifie par 
PCR. 

Enfin, depuis cette annee 2000, la societe Molecular Innovations Inc. 
commercialise un systeme d' extraction d'ADN, qui constitue la troisieme technique, 
situe a Pinterieur meme du tube d'amplification (Xtra Amp (marque deposee) Extraction 
System, Molecular Innovations Inc. Ref. 660). Nous avons evalue ce produit, en vue 
d'extraire l'ADN a partir de tache de sang. Le sang est collecte sur EDTA ou ACD, 
depose sur papier Schleicher & Schuell ref. 322187. Une pastille de 3 mm de diametre 
est placee dans un microtube de 1,5 ml contenant 75 ^il de Lyis Buffer. On incube 10 
minutes a une temperature comprise entre 18 et 25°C. Puis, on centrifuge 5 minutes a 
12.000 g. On preleve ensuite le surnageant et on le transfere dans un tube Xtra Amp 
(marque deposee). On aspire et refoule plusieurs fois puis on elimine le surnageant. On 
lave trois fois avec 200 [xl de Wash Buffer. Apres on ajoute 45 ^1 de melange 
reactionnel pour P amplification PCR et 5 \i\ de Amp Enhance Buffer. Enfin on procede 
a P amplification en ajoutant trois cycles au programme d'amplification habituel. 
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Avec les tro» protocols deeds ci-dessus, nous avon S observe une amplication 
d„ HLA-DQB1, avec de bons resu.«s exptotab.es pour to ,es. ELOSA (Enaynre 
Linked OligoSorben, Assay, mis »u poin. salon la preseme invention, dans environ 50% 
des cas. Ce«,a ,echni q ue ELOSA as, bien decri.e dans to breve. EP-B-O.486.66, da I. 
demandarassa ou dans Particle de F. Malto. a, „/., loumai of CM Microbiology, June 
1993, p. 1444-1449. 

Neanmoins, il oonvian, da developper un protocole d'exrraction a partir de 
„chas da sang, prorocoto ,ui soi. robus,, e, ind.spens.bto pour tos appl.cn.ions 
d-anmyse en routine Une ouarriame .ech.igue a done M daveloppe par 1. 
demanderesse qui consiste a : 

. co.lec.er to sang sur EDTA depose sur papier Schtotohe, * Schue.! no, 903 (ref. 
322187), 

. deeouper 1. .ache de sang a .'aide de la poineonneuse de Schleicher * Schuell 
(pastille de 3 mm de diametre), 

a p<.;^» H'HH 0 25 N pendant 5 minutes (depurination 

• decontaminer la poinconneuse a 1 aide d HLl u,/5 fn pemw 

de l'ADN), apres chaque tache de sang, 

• placer la pastille dans un tube PCR de 0.5 ml, 

. ajouter 50 pi d'un me.ange reactionne. contenant 5 ,1 de tampon d' amplification d,x 

fois concentre (10 X), 0,5 p. de me.ange de dNTP (200 mM) et H 2 G qsp 50,1, 
. incuber 15 minutes a 100°C (recommande d'utiliser un thermocycleur), 

• retirer la pastille, 

. centrifuger brievement a 1 .000 g par une centrifugeuse de paillasse classique, et 
. prelever 25 pi de surnageant pour la reaction d' amplification. 

De maniere surprenante, le milieu reactionnel qui vient reprendre le sang present 
sur chaque pastille contient les ^ribonucleotides triphosphates (dNTP), c'est-a-d.re 
les dATP dCTP dGTP et dTTP. II s'agit de molecules biologiques que 1'homme du 
m etier cherche plutot a proteger de temperatures elevees. Or il s'avere que dans le 
protocole mis au point par la demanderesse, ledit milieu reactionnel subit ensurte une 
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temperature de 100°C pendant 15 minutes. Les resultats d'amplification qui sont 
obtenus par la suite avec les acides nucleiques extraits selon notre technique sont 
beaucoup plus efficaces que ceux obtenus avec les trois premiere techniques exposees. 

-7°) proration rles amplicons HI , A-DQB 1 : 

Dans tous les cas de figure, les amorces utilisees sont des amorces decrites dans 
la litterature (Xlth HLA Workshop Primers ; Kimura, 1992). Le tableau 2 ci-dessous 
expose les deux amorces qui permettent 1' amplification du locus d'interet correspondant 
au gene HLA-DQB 1 . Ces deux amorces encadrent done ce gene. 



N° de sequence 


Sequencers' > 3') 


Appellation scientifique 


SEQ ID NO 1 


CATgTgCTACTTCACCAACgg 


DQBAMP-A 


SEQ ID NO 2 


CTRgTAgTTeTeTCTRCACAC 


DQBAMP-B 



Tableau 2 : Amorces pour amplifier le gene HLA-DQB 1 



A - A partir d'un echantillon d e sang total : 
Le melange reactionnel contient les differents constituants suivants : 

• tampon 10X (Perkin Elmer, ref. N 808-0171) 5 ul, 

• dNTPs 200 mM (Pharmacia, ref. 27-2094) 0,5 ul (0,2 mM final), 

. melange d'amorces (30 uM de chaque) 0,5 ul (0,3 uM final), 

• Taq Polymerase(AmpliTaq, Perkin Elmer, 

ref N 808-0171, 5U/ul) 0,3 ul (1,5 U), 

• ADN (environ 100 ng/^l) 5 ^ (environ 500 ng), et 

. H 2 0 q.s.p. 50^1. 

De plus, le programme d'amplification est le suivant : 

• 2 minutes a 95 °C, puis 

• 35 cycles successifs avec pour chaque cycle les etapes suivantes : 

■ 30 secondesa95 °C, 

■ 30 secondes a 55 °C, et 
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■ 30 secondes a 72 °C, 

• 7 minutes a 72 °C. 

Ensuite si Ton veut conserver le produit de reaction, on mamuent le tube 
contenant les amplicons qui viennent d'etre obtenus a la temperature de 9°C. 

r . A partir de jaches de sang secMl 
Le melange reactionnel contient les different* constituants suivants : 

. tampon 10X (Perkin Elmer, ref. 27-2094) 5 pi, 

. dNTPs 200 mM (Pharmacia, ref. N 808-0171) * 0,5 pi, 

. melange d'amorces (30 pM de chaque) 0,5 pi (0,3 pM final), 

. Taq Polymerase (AmpHTaq, Perkin Elmer, 

ref. N 808-0171, 5U/pl) 0.3 P> 0> 5 U )> 

... 25 pi, et 

• ADN 

q.s.p. 50 pi. 

. H 2 0 

De plus, le programme d' amplification est le suivant : 

• 2 minutes a 95 °C, puis 

. 35 cycles successifs avec pour chaque cycle les etapes suivantes : 

■ 30 secondes a 95 °C, 

■ 30 secondes a 55 °C, et 

■ 30 secondes a 72 °C, 

• 7 minutes a 72 °C. 

Ensuite si 1'on veut conserver le produit de reaction, on mamt.ent le tube 

contenant les amplicons qui viennent d'etre obtenus a la temperature de 9°C. 
T|I ^ nnh .... h« ampl icons ohtenns selon Invention : 

jQ^^O-dependanU 



2816958 



18 



U. * S pos« base su, ,e pr,nc,pe d„ « ELOSA . M *W pour 1 * 

^Labon, avec nne sonde de d«ecbon coup,* I ^ *»» P- 
revelation colorimetrique. 

A^ Sondes de ca elum.: 
Dam cbaoun de oes hui, pons des sondes sprues de oap,ure on, « u**»a 
Ces sondes son, en » des oBgonucMde* syn.bebs* avec on bras » - 5 . 
1 decrues dans les brevers US-A-5,S,0,0 8 < e, EP-B-0,49.,76 deposes par a 
Vitesse. C,s, ce .as — en ,. de parbc*re . ^ » 

Lon des sondes en fond de p.a<,e. „ fan, done conrprendre due , e«re m „e 5 
sondes uulUees possedent oe bras, meme s'U n'es. pas praise par la su,,e. 

U r,paln des sondes de capnare an niveau des pods es, prdoisde en -*» 
3, a ,ors one I a»e,es oib.es possible poor oba„ue sonde de capu.ro do .abieau 3 son, 
precises dans le tableau 4 ci-dessous. 



N° de sequence 
SEQ ID NO 3 



Sequenc e (5' > 3') 

CgCTTCgACAgCgACgTgggg 



StiV lu r * y - ' J I ° — 

^ ro mh rTj ^AAACTTATggggATA C_ 



^ ^ v I ~ 

iECHD^oTT^^ 



IEqId^oTT^^ 



App ellation bioMerieux 
C+ 



26c 



SEQ ID NO 7 
SEQ ID NO 8 



AggggACCCgggCggA 



57f 



gACgTggAggTgTACC 



iEQlD^oTL^^^^^ 



ojj/v _____L~ * 

" SE Qip24oTol__^ 
IeQTO NO n I __ AggAggACgTgCgC_ 



70b 



45a 



57e 



70a 



37b 



bC.«^ I LJ » ■ I — 

ilQlBl^T^^ 



OJ^V ____] - ■ ■ 

T^T^TTTl ggTggACACCgTATgCAg 



26b 



70c 



Xgbiga^ Repartition des sondes de capture au niveau des puits 
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N° de sequence 


Specified HLA-DQB1* 


Sensibilite / maladie 


SEQ ID NO 3 


Tous 


Neant 


SEQ ID NO 4 


Aucun 


Neant 


SEQ ID NO 5 


0201, 0202, 0203 


Susceptibilite 


SEQ ID NO 6 


0302, 0304, 0305, 0307, 0308 


Susceptibilite 


SEQ ID NO 7 


0602, 0603, 0608, 0610, 06111, 
06112, 0612, 0613, 0614, 0616, 0308 


rTOTCCXlOn 


SEQ ID NO 8 


03011,03012, 0304, 0309 


Protection 


SEQ ID NO 9 


03011, 03012, 03032, 03033, 0306, 
0309, 0310 


Protection 


SEQ ID NO 10 


0501 1, 05012, 0502, 0503 1, 05032 


Neutralite 


SEQ ID NO 1 1 


06011, 06012, 06013 


Neutralite 


SEQ ID NO 12 


06051, 06052, 0606, 0609, 06112, 
0612 


Neutralite 


SEQ ID NO 13 


0306, 0401, 0402 


Neutralite 



Tableau 4 : Alleles cibles possibles pour chaque sonde de capture 



Dans le tableau 3, !e puits C+ comporte un controle positif (SEQ ID NO 3), qui 
autorise la detection de tous les alleles du gene HLA-DQB1*, ce qui permet de 
controler que T amplification a bien concerne la region d'interet comprise entre les 
amorces SEQ ID NO 1 et SEQ ID NO 2 decrites dans le tableau 1. Le controle negatif 
(SEQ ID NO 4) n'a pas d'objectif diagnostic, il n'est present que pour repondre a 
certaines normes. Cette sequence n J est absolument pas specifique du HLA, et 
correspond a une sequence aleatoire non retrouvee chez les genes HLA. 
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Les autres sondes, comprises entre SEQ ID NO 5 et SEQ ID NO 13, ont par 
contre un but diagnostique de la predisposition genetique d'un patient a une maladie, et 
plus precisement au diabete insulino-dependant. 

On remarque que la sonde SEQ ID NO 5 est une sonde qui detecte une 
susceptibilite a la maladie, c'est-a-dire au diabete insulino-dependant. Elle est specifique 
des alleles importants de cette susceptibilite a cette maladie, a savoir les alleles HLA- 
DQB1*0201 etHLA-DQB 1*0202. Ces alleles importants sont represents en gras 

dans le tableau 4. - 

De meme, la sonde SEQ ID NO 6 est une sonde qui detecte egalement une 
susceptibilite au diabete insulino-dependant. Elle est specifique d'un allele important de 
cette susceptibilite a cette maladie, a savoir l'allele HLA-DQB1*0302. 

La sonde SEQ ID NO 7 est une sonde qui detecte une protection contre la 
maladie, c'est-a-dire au diabete insulino-dependant. Elle est specifique des alleles 
importants de cette protection a cette maladie, a savoir les alleles HLA-DQB1*0602 et 
HLA-DQB 1*0603. 

De meme, la sonde SEQ ID NO 8 est une sonde qui detecte egalement une 
protection contre le diabete insulino-dependant. Elle est specifique d'un allele important 
de cette protection a cette maladie, a savoir l'allele HLA-DQB 1*0301, que celui-ci soit 
sous sa forme HLA-DQB1*0301 1 et HLA-DQB 1*03 01 2. 

La sonde SEQ ID NO 9 est une sonde qui detecte aussi une protection contre le 
diabete insulino-dependant, puisqu'elle permet egalement de detecter l'allele HLA- 
DQB 1*0301, que celui-ci soit sous sa forme HLA-DQB1*0301 1 ou HLA- 
DQB 1*03012. L'interet de cette sonde est de permettre la detection de l'allele HLA- 
DQB1*03032, qui est assez frequent et doit etre protecteur au regard de sa sequence au 
niveau de la position 57. 

A noter que les deux sondes SEQ ID NO 6 et SEQ ID NO 7, l'une de 
susceptibilite et I'autre de protection vis-a-vis du diabete insulino-dependant, permettent 
de detecter l'allele HLA-DQB 1*0308. II convient de preciser que cet allele est tres rare. 
Les chances de le trouver sont done infimes et les chances de tomber sur un homozygote 
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15 



HLA DQE1*0308 et HLA-DQBl'0308 son, quasi nuiles. De meme on pen, appliques 
„— poos ,cs deo* SHQ ID NO SBQ OHO S, une d« 

SUS ce P ub,li.e e. i'au«e de protecuon vis-a-vis du diabata insuiino-dependan E,, eS 
,oo,e S las deu* da — «* HLA-DQB1*0304. « -a a, 

« L cns, . n, . aueun p,o M *ne e aa qua den* sondes, Puna de 
sus eep«i,e e, P.u.re de paoseesion, pu,ssen, ,as de,ac«, « ,a psevaience as, «anp 
faible. 

B^SondesdeJ^tec^ 
„ , a git d'un oligonucleotide avec bras amine en 5', couplee a la peroxydase 

(POD). Le tableau 5 precise sa structure. 
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N° de sequence 



Seque nce (5' > 3') 
TggAAC AgCC Ag AAgg A 



Appellation bi oMerieux 
D4-POD 



SEQ ID NO H 

Tableau^ Sonde de detection adaptee aux sondes de capture utilisees 

Bien entendu cette sonde de detection est choisie pour etre complementaire de 
Pensemble des ampHcons cibles pouvant etre accroches par les sondes de capture SEQ 
ID NO 3 et SEQ ID NO 5 a SEQ ID NO 13 presentees aux tableaux 3 et 

p _ r>peratoire ; 

Premierement, la preparation des cibles consiste a : 
. transferer la totalite des amplicons (50 pi) dans un microtube de 1,5 ml, 
. ajouter 5 pi de reactif R2 (NaOH 2N), 
• bien homogeneiser, 

. incuber pendant 5 minutes a une temperature comprise entre 18 a 25°C, 

. ajouter 1 ml de tampon d' hybridation, dont la constitution est precisee oapres, 

. ajouter 50 pi de sonde de detection, dont la constitution est precisee ci-a P res, et 
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bien homogeneiser. 

Le tampon d' hybridation est constitue de : 
0,1 M phosphate de sodium pH 6,8, 

• 0,5 M NaCl, 2% (p/v) polyethylene glycol 4000, 

• 0,65% (p/v) tween 20, 0,1% (p/v) gelatine, 

• 0, 14 g/L d'ADN soniqu6 de sperme de saumon, 

• 0,2 g/L de BND (biocide ou Bromo-Nitro-Dioxane), et 

• 0,01 g/L de ciprofloxacine. 

La sonde de detection SEQ ID NO 14 (D4-POD) est diluee en tampon 
phosphate 5 mM a un pH de 7,0, en presence de 0,5% (p/v) albumine serique bovine et 
0,5% (p/v) phenol. 

Deuxiemement, l'hybridation des cibles est realisee de la maniere suivante : 

• repartir 100 pi du melange, dans chacun des huit puits de la barrette Rl, 

• recouvrir d'une feuille autocollante, et 

• incuber pendant 1 heure a 37°C (37 ± 1°C). 

Troisiemement, le lavage qui permet d'eliminer les cibles eventuelles qui ne se 
sont pas hybridees, et consiste a laver trois fois avec 500 ul de tampon de lavage Color 
0, dilue au 1/20 en H 2 0. Par « Color 0 », il faut comprendre une solution vingt (20) fois 
concentre de PBS, auquel on a ajoute 1 % (p/v) tween 20. 

Quatriemement, la revelation a pour objet de determiner queues sondes de 
capture ont hybridees un oligonucleotide cible. EUe est realisee de la facon suivante : 
. ajouter 100 ul de solution de substrat prepare extemporanement - 1 pastille de Color 
1 dans 5 ml de Color 2, dans chacun des puits, 

• incuber pendant 20 minutes a une temperature de 18 a 25°C, a l'obscurite, 

• ajouter 50 pi de Color 3, et 

• lire l'absorbance a 492 nm. 
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Par « Color 1 », Q faut comprendre O-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) ; par 
« Color 2», il faut comprendre 0,1 M phosphate de sodium, 0,05 M acide citrique, 
0,03% H 2 0 2 , et par « Color 3 », il faut comprendre 1,8 N H 2 SQ 4 . 



a ete 



Cinquiemement, Interpretation permet en fonction la revelation qui 
etablie au chapitre precedent de determiner la reelle predisposition genetique d'un 
patient au diabete insulino-dependant. Cette verification propose de . 
. d'une part, verifier la positive du controle positif SEQ ID NO 3 (C+). ou la Denstte 

Optique (D O.) doit etre superieure a 0,8, et verifier la negativite du controle negatrf 

SEQ ID NO 4 (C-), ou la D O. doit etre inferieure a 0,05), 
. d'autre part, determiner le genotype correspondant aux deux alleles identifies a 1'aide 

des sondes SEQ ID NO 5 a SEQ ID NO 13. 

Dans le cas cite ci-dessus, la peroxydase est une enzyme qui permet de reveler 
pour chaque sonde si 1'hybridation avec un oligonucleotide s'est realisee si elle est en 
presence d'un substrat adequat, 1'OPD par exemple. Du fait que ce substrat est soluble, 
i, y aura extension du signal. Dans ce cas, il faut, pour pouvoir determiner si un patient 
est homozygote ou heterozygote ou si ses alleles sont susceptibles, protectees et/ou 
neutre vis-a-vis du diabete insulino-dependant, implanter un sonde de capture par 
compartiment ou, de maniere plus aisee, par puits. Ceci est vrai pour les sondes 
concernees par la susceptibilite (SEQ ID NO 5 et 6) ou par la protection (SEQ ID NO 
7 8 et 9) vis-a-vis du diabete insulino-dependant. Mors que pour les sondes concernees 
par la neutralite (SEQ ID NO 10, 11, 12 et 13) vis-a-vis de cette maladie, il est tout a 

fait possible de les regrouper. 

Ceci n'est pas vrai si le substrat utilise est precipitant ou si la sonde de detection 
(SEQ ID NO 14) est fluorescente Dans ces cas, plusieurs sondes peuvent etre 
implantees dans un compartiment ou un puits identique, meme si ce sont des sondes de 
susceptibilite (SEQ ID NO 5 et 6) et/ou de protection (SEQ ID NO 7, 8 et 9). En fart, 
dans sa configuration la plus compacte, toutes les sondes de susceptibilite, de protects 
et de neutralite peuvent etre dans le meme compartiment ou puits, cela ne depend que de 
la facilite avec laquelle 1'operateur est capable de grouper les different types de sondes, 
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sans qu'il y ait de chevauchement entre les plots d" oligonucleotides de capture. Comme 
precise precedemment, un tel dispositif permettant de realiser de tels supports est deja 
bien decrit dans une demande de brevet deposee le 15 novembre 2000 par la 
demanderesse, sous le numero FR00/14691. 

m d'analvse f H nn Invention : 



10 



A - Premier echantillon : 
Le tableau 6 qui suit presente les resultats „obtenus avec une barrette Rl oil 
chaque puits a recu un aliquote d'un echantillon d'un premier patient a tester. 



Barrette Rl 


D. O. x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 3 (C+) 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 4 (C-) 


0 




SEQ ID NO 5 (S) 


1245 


+ 


SEQ ID NO 6 (S) 


126 


+ 


SEQ ID NO 7 (P) 


7 




SEQ ID NO 8 (P) 


9 




SEQ ID NO 9 (P) 


1 




SEQ ID NO 10 a 13 (N) 


8 





Tableau 6 : Resultats obtenus avec la barrette Rl pour le premier echantillon 



15 L' analyse est la suivante 

- la sonde SEQ ID NO 3 est positive : 1' amplification du gene HLA-DQB1 et le test 
d'hybridation ont correctement fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 5 est positive : un allele HLA-DQB1*0201 ou HLA- 
DQBl*0202ou HLA-DQB 1*0203 est present, 
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10 



15 



, „« SEO ID NO 6 est positive : «» aBMe HLA-DQB.«0302 00 HLA- 
^T^QBt-OSOS oo ^-OOBtW ou - 
present, et 

-lesautres sondes sont negatives. 

E „ oonelusion, « y * »« fort, ehence ,ue ce patten, « d« **d. 

*" " P tt«e * 1^-- ou HU^O—OS ou ^ 
plus importante que celle des alleles hla uv^ 
DQB 1*0307ouHLA-DQB1*0308, qui sont des alleles deneutralrte. 

Ces deux alleles HLA-DQB1 ont « identic au niveau genenque, le typage 
HLA de ce premier echantillon est en fait : 
- HLA-DQB 1 *02, et 
-HLA-DQB1*0302. 

•r - Deuxie ™" er.hantillon : 
U ubteau 7 q ui su„ ptesente tea tesultats ob.e„us avec u„e barrens ou 
ctoq „e putts a recu un aV, q „o,e *. «oo d'un deuxieroe patient . tester. 



r Barrette Rl 


D. 0. x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 3 (C+) 


1685 


+ 


SEQ ID NO 4 (C-) 


5 




SEQ ID NO 5 (S) 


708 


+ 


SEQ ID NO 6 (S) 


22 




j SEQ ID NO 7 (P) 


7 




SEQ ID NO 8 (P) 


143 


+ 


SEQ ID NO 9 (P) 41 




SEQ ID NO 10 a 13(N)| 1 1 





jabigauii Resultats obtenus avec 



la barrette Rl pour le deuxieme echantillon 



20 
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L' analyse est la suivante : 

- la sonde SEQ ID NO 3 est positive : T amplification du gene HLA-DQB1 et le test 
d'hybridation ont correctement fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 5 est positive : un allele HLA-DQB 1*0201 ou HLA- 
DQB 1*0202 ou HLA-DQB 1*0203 est present, 

- la sonde SEQ ID NO 8 est positive : un allele HLA-DQB 1 *0301 1 ou HLA- 
DQB1*03012 ou HLA-DQB1*0304 ou HLA-DQB1*0309 est present, et 

- les autres sondes sont negatives. 

En conclusion, il y a de forte chance que ce Ratient ait un allele de susceptibilite 
et un allele de protection vis-a-vis du diabete insulino-dependant. Par forte chance, il 
faut comprendre que la prevalence des alleles HLA-DQB 1*030 11 et HLA- 
DQB1*03012 de susceptibilite est bien plus importante que celle des alleles HLA- 
DQB 1*03 04 ou HLA-DQB 1*0309, qui sont des alleles de neutrality 

Ces deux alleles HLA-DQB 1 ont ete identifies au niveau generique, le typage 
HLA de ce premier echantillon est en fait : 

- HLA-DQB 1*02, et 
-HLA-DQB1*0301. 

C - Troisieme echantillon : 
Le tableau 8 qui suit presente les resultats obtenus avec une barrette Rl ou 
chaque puits a re<?u un aliquote d'un echantillon d'un troisieme patient a tester. 
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Barrette Rl 


D. 0. x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 3 (C+) 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 4 (C-) 


0 




SEQ ID NO 5 (S) 


1790 


+ 


SEQ ID NO 6 (S) 


27 




SEQ ID NO 7 (P) 


31 




SEQ ID NO 8 (P) 


19 " 




SEQ ID NO 9 (P) 


15 




SEQ ID NO 10 a 13 (N) 


829 


+ 



Tableau 8 : Resultats obtenus avec la barrette Rl pour 1e troisieme echantillon 



5 L' analyse est la suivante : 

- la sonde SEQ ID NO 3 est positive : F amplification du gene HLA-DQB1 et le test 
d'hybridation ont correctement fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 5 est positive : un allele HLA-DQB1*0201 ou HLA- 
DQB 1*0202 ou HLA-DQB 1*0203 est present, 

10 - les sondes SEQ ID NO 10 a 13 sont positives : un allele HLA-DQB 1*0306 ou HLA- 
DQB 1*0401 ou HLA-DQB1*0402 ou HLA-DQB 1*050 11 ou HLA-DQB 1*050 12 ou 
HLA-DQB1*0502 ou HLA-DQB 1*05031 ou HLA-DQB1*05032 ou HLA- 
DQB 1*0601 1 ou HLA-DQB 1*060 12 ou HLA-DQB 1*060 13 ou HLA-DQB 1*06051 
ou HLA-DQB 1*06052 ou HLA-DQB 1*0606 ou HLA-DQB 1*0609 ou HLA- 

1 5 DQB 1 *06 1 1 2 ou HLA-DQB 1 *06 1 2 est present, et 

- les autres sondes sont negatives. 

En conclusion, il est certain que ce patient a un allele de susceptibilite et un allele 
de neutrality vis-a-vis du diabete insulino-dependant. A partir du moment ou Ton sait 
qu'il y a un allele de neutrality il if y a que peu d'importance a le determiner plus 
20 precisement dans le cadre de Tanalyse selon la presente invention. 
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Ces deux alleles HLA-DQB1 ont ete identifies au niveau generique, le typage 
HLA de ce premier echantillon est en fait : 
- HLA-DQB1*02, et 
-HLA-DQB 1*0501 

tv . A,«tr*s aD prnrh PS non lim ^*™ pour ameliorer de 1'invention : 

I ^ 1 MMaa djamriisaas PGR aver, amorces biotinylees^ 

s 

A - Amorces bio tinvlees 

II est egalement possible d'exploiter le jeu de sondes specifiques de capture 
utilise pour le dispositifd' analyse de la predisposition genetique d'un patient au diabete 
insulino-dependant (Chapitre III, 1°)), avec des amplicons PCR biotinyles par 
incorporation d'amorces biotinylees en 5', voir le tableau 9 ci-dessous. 



N° de sequence 
Biotine-SEQ 
ID NO 1 


Sequence (5' > 3') 
Biotine-CATGTGCTACTTCACCAACGG 


Appellation scientifique 
DQBAMP-A-Biotine 


Biotine-SEQ 
ID NO 2 


Biotine-CTGGTAGTTGTGTCTGCACAC 


DQBAMP-B-Biotine 



Tableau 9 : Amorces biotinylees pour amplifier le gene HLA-DQB 1 

Si les conditions d' amplification sont identiques a celles decrites plus haut, le 
mode operatoire est lui different. 

r . Mnrte n peratoire avec des am p'i™ns hiotinvles : 
Premierement, la preparation des cibles consiste a : 
. transferer la totalite des amplicons (50 ul) dans un microtube de 1,5 ml, 

• ajouter 5 pi de reactif NaOH a 2N, 

• bien homogeneiser, 

• incuber pendant 5 minutes a une temperature comprise entre 18 a 25°C, 
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ajouter 1 ml de tampon d' hybridation, dont la constitution a deja ete precisee ci- 

dessus, et 

bien homogeneiser. 

Le tampon d' hybridation est constitue de : 

• 0, 1 M phosphate de sodium pH 6,8, 

• 0,5 M NaCl, 2% (p/v) polyethylene glycol 4000, 

• 0,65% (p/v) tween 20, 0,1% (p/v) gelatine, 

• 0, 1 4g/L d'ADN sonique de sperme de saumon, 

• 0,2 g/L de BND (biocide ou Bromo-Nitro-Dioxane), et 

• 0,01 g/L de ciprofloxacine. 

La sonde de detection SEQ ID NO 14 (D4-POD) est diluee en tampon 
phosphate 5 mM a un pH de 7,0, en presence de 0,5% (p/v) albumine serique bovine et 
0,5% (p/v) phenol. 

Deuxiemement, 1' hybridation des cibles est realisee de la maniere suivante : 
. repartir 100 pi du melange, dans chacun des huit puits de la barrette Rl, 

• recouvrir d'une feuille autocollante, et 

• incuber pendant 1 heure a 37°C (37 ± 1°C). 

Troisiemement, le lavage qui permet d'eliminer les cibles eventuelles qui ne se 
sont pas hybridees, et consiste a laver trois fois avec 500 pi de tampon de lavage Color 
0, dilue au 1/20 en H 2 0. 

Quatriemement, la revelation a pour objet de determiner quelles sondes de 
capture ont hybridees un oligonucleotide cible. Elle est realisee de la facon suivante : 
. ajouter 100 pi de solution de conjugue Streptavidine couplee a la peroxydase (SPOD, 

Roche, ref 1089153) dilue au 1/10.000 en tampon PBS avec 0,1% Tween 20, 0,02% 

Albumine Serique Bovine, a un pH de 7,2, 
• incuber pendant 30 minutes a une temperature comprise entre 18 et 25°C, a 

l'obscurite, 
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laver trois fois avec 500 ul de tampon de lavage - Color 0 , dilue au l/20 ime en H 2 0, 
. ajouter 100 ul de substrat prepare extemporanement - 1 pastille de Color 1 dans 5 ml 
de Color 2, dans chacun des puits 

• incuber pendant 20 minutes a une temperature comprise entre 18 et 25°C, a 

l'obscurite, 

• ajouter 50 ul de Color 3, et 

• lire l'absorbance a 492 nm. 

Les « Color 0 », « Color 1 », « Color 2 » et « Color 3 » sont identiques a ceux 

decrits dans la paragraphe precedent. 

Cinquiemement, 1' interpretation permet en fonction la revelation qui a ete 
etablie au chapitre precedent de determiner la reelle predisposition genetique d'un 
patient au diabete insulino-dependant. Cette verification propose de 
. d'une part, verifier la positivite du controle positif SEQ ID NO 3 (C+). ou la Densite 

Optique (D.O.) doit etre superieure a 0,8, et verifier la negativite du controle negatif 

SEQ ID NO 4 (C-), ou la D O. doit etre inferieure a 0,05), 
. d'autre part, determiner le genotype correspondant aux deux alleles identifies a l'aide 

des sondes SEQ ID NO 5 a SEQ ID NO 13. 

Ce protocole est plus long et un peu plus complexe, puisqu'il y a une 6tape 
supplemental, mais des signaux plus intenses sont observes pour les sondes faibles, 

notamment pour SEQ ID NO 6. 

Le tableau 10 ci-dessous montre bien d'ailleurs les differences de resultats 

obtenus entre les amplicons biotinyles et non biotinyles. 
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Sondes 


Amplicons non biotinyles 


Aplicons biotinyles 


SEQ ID NO 3 (C +) 


>2500 


> 2500 


SEQ ID NO 4 (C -) 


0 


0 


SEQ ID NO 5 (S) 


1 


14 


SEQ ID NO 6 (S) 


134 


324 


SEQ ID NO 7 (P) 


15 


54 


SEQ ID NO 8 (P) 


11 


34 


SEQ ID NO 9 (P) 


19 


35 


SEQ ID NO 10 a 13 (N) 


603 


1322 



Figure 10 : Valeurs de DO (xlOOO) obtenues avec une lignee heterozygote HLA- 

DQBl*0302/0605 



A noter qu'il n'y a plus d'utilisation, pour les amplicons biotinyles, de bras amine 
en 5', qui autorise la fixation des sondes de detection en fond de plaque, comme 
precedemment decrit, puisque Ton utilise de la Streptavidine associee a la Peroxydase, 
qui va pouvoir se fixer a la Biotine presente sur les amplicons qui sont captures. 

TT *f1i^ti™ *" nfie * de capture adsorhees sur des billes ; 

Afin d'augmenter les signaux specifiques pour le puits oil est present, par 
exemple, la sonde de sequence SEQ ID NO 6, il est possible d'utiliser un revetement, 
aussi appele « coating », avec une suspension de 100 nl de billes de polystyrene de 0,1 
mm de diametre. Ces billes proviennent de la societe Polysciences (Warrington (PA) aux 
Etats-Unis d'Amerique - ref : 00876), elles sont recouvertes par des molecules 
d'avidine fabriquees par la societe Sigma (Saint-Louis (MO) aux Etats-Unis d'Amerique 
- ref : A9275), sensibilisees par 1' oligonucleotide specifique de capture SEQ ID NO 6, 
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prepare sous forme biotinylee en 5'. Dans ce cas, du fait de la presence de la biotine, 
V oligonucleotide specifique de capture SEQ ID N06 ne comporte pas de bras de liaison. 

A - Preparation des billes : 

1 - Preparation, des billes reyetues d* ayidine .: 

II convient de : 

• diluer 2,5 ^1 de solution d'avidine a la concentration de 5 mg/ml, dans 100 ^1 de 
tampon de borate 50 mM a pH de 9,3, 

• ajouter 7,4 \il de suspension de billes, et * 

• incuber pendant 30 minutes a la temperature de 37C. 

2 - Preparation, des billes reyetues. d:M<Jine et pprtant des. sondes 
de capture,: 

II faut en plus : 

• ajouter 5 . 10 15 molecules de sonde SEQ ID NO 6 biotinylee, et 

• incuber pendant 30 minutes a la temperature de 37°C. 

Et - Rftvetement avec les billes reve t nes d'avidine et nortant des sondes de 

capture : 

Une dilution de la suspension de billes sensibilisees, au 1/10 en tampon 
derevetement (3X PBS), est ensuite utilisee, a raison de 100 ^1 par puits. Les conditions 
de revetement utilisees pour des sondes aminees, c'est-a-dire 2 heures a une temperature 
de 37°C ou 15 heures a une temperature comprise entre 18 et 25°C, restent inchangees 
par rapport a la fixation en fond de puits. 

Ce procede permet egalement d'augmenter les signaux dans certains puits, par 
exemple, ou est present la sonde de sequence SEQ ID NO 6, et ainsi de faciliter 
l'analyse du puits concerne. D'ailleurs les valeurs de D.O. (x 1000) obtenues pour la 
sonde SEQ ID NO 6, avec une lignee homozygote HLA-DQB 1*0302, donne les 
resultats suivants : 

• sans billes : 1 72, et 

• avec billes : 689. 
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33 TT«iii„ti 9 n d'un seul miiaLPQurJ gJ"n^' ssettass spfrifiguw desjyi 
j litr h a "in dM ^i^" i^"'i ""-deDendant_L 

Mais dans le cas de l'utilisation de la Peroxydase pour effectuer la revelation des 
hydridation ^oligonucleotides cibles sur les oligonucleotides de capture, le puits unique 
peut etre utilise pour la determinationde « neutralite des alleles » vis-a-vis du diabete 
insulino-dependant. II comprend alors un ensemble de quatre sondes specifiques de 
capture (SEQ ID NO 10 a 13) qui chacune individuellement, possede une bonne 

specificite. H 

Comme evoque precedemment, le developpement d'un procede de depots 
multiples au fond d'un meme puits d'une plaque de microtitration, par exemple en 
format quatre-vingt-seize (96) puits, permet de realiser le depot separe pour les quatre 
sondes ci-dessus mentionnees dans un seul et unique puits. 

n t j |Msfl H-,,n seal nuits nonr les so ndes de capture sper-ifiq ues de 
renjgjah le, riftS al '^ p<! ™ncem^ r? T le diab ^ " ; " c "' in "- ri p-P endant : 

Le developpement d'un procede de depots multiples au fond d'un puits, d'une 
pla que de microtitration, permet le depot des onze (1 1) sondes non specifiques (SEQ ID 
NO 3 et 4) et specifiques (SEQ ID NO 5 a 13) de capture, decrites precedemment dans 
les tableaux 3 et 4, dans un meme puits. La realisation de 1'etape d'hybridation des 
amplicons en un puits unique, apporte differents avantages : 

. avantage de securite pour le test, puisque les onze (11) sondes rencontrent 
simultanement tous les amplicons de 1'echantillon avec absence de risque de faux 
n6gatif, 

. avantage de sensibilite pour le test, car les onze (11) sondes rencontrent la totalite 

des amplicons de rechantillon, et 
. avantage de pouvoir realiser des grandes series de test avec la possible de traiter 

quatre-vingt-seize (96) echantillons par plaque, ce qui est particulierement interessant 

pour les applications de depistage. 
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Comme evoque precedemment, cette approche necessite par centre une 
revelation ponctuelle des hybridation* specifiques au fond des puits. A titre d'exemple, il 
est possible d'utiliser la fluorescence pour la detection d'amplicons ayant incorporer une 
molecule fluorescente ou revelable a l'aide d'un marqueur fluorescent. 

Des essais de faisabilite d'exploitation de plusieurs depots en un meme puits, ont 
egalement ete realises, avec une revelation colorimetrique. 

A - Depots : * 

Les essais avec quatre (4) depots manuels, de sondes specifiques de capture 
(SEQ ID NO 10 a 13, en version aminee), avec des depots de 1 et 5 pi, a 400-1000 
pmoles/ml en tampon de revetement ou coating (PBS 3X). On incube entre 15 minutes 
et 2 heures a la temperature de 37°C, ou pendant 15 heures a une temperature compnse 

entre 18et25°C. 

R - Lavage : 
II s'effectue par Color 0 dilue. 

r - Pre paration des cibles : 
Les amplicons PCR sont prepares comme decrit au paragraphe precedent (III - 

1°)-C). 

Dans le tube d' amplification, on effectue les etapes suivantes : 
. denaturation des 50 pi d'amplicons par addition de 1 pi de 2N NaOH, 
. incubation pendant 5 minutes a une temperature comprise entrel8 et 25°C, 
• addition de 40 pi de tampon d'hybridation (SSPE 15X, 2% PEG 4000, 1,5% tween 

20, 0,22% gelatine, 0,032% ADN sonique, biocides), 
. addition de 6 pi de solution de conjugue D4-POD (50 pmoles/ml ; tampon phosphate 
5 mM pH 7.0 - 0,5% (p/v) ASB - 0,5% (p/v) phenol). 
F) - Hybridation : 

On transfere la totalite du melange reactionnel dans un puits sensibilise avec les 
quatre (4) depots et on incube pendant une heure a la temperature de 37°C a ± 1°C. 
F. - Lavage . 
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II s'effectue par Color 0' dilue. 

F - Revelation : 
On effectue les etapes successives suivantes : 
. addition de 100 ul de solution de substrat (Color 1 dilue en Color 2), 
. developpement sans perturbation, pendant 20 minutes, a une temperature comprise 

entre 18 et 25°C, a l'obscurite, 
. observer l'apparition de coloration a l'endroit de la sonde positive, 
. pour quantifier le signal, addition de 50 ul de Color 3, 

• homogeneiser en agitant doucement, et 

• lire a 492 nm. 
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Liste de sequences 
(voir fichier Patentln ci-joint) 



LISTE DE SEQUENCES 
<1 10> bioMerieux S.A. 

<120> Procede d'analyse de la predisposition gdnetique d*un 
patient au diabete insulino-d6pendant, dispositif 
adapte a sa mise en oeuvre et jeu d'amorces 
d'amplification adapte a un tel proc£d6 

<130> HLADID 

<140> 
<141> 

<I60> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211>2l 

<212> ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 

<400> 1 

catgtgctac ttcaccaacg g 21 



<210>2 

<211>21 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

ctggtagttg tgtctgcaca c 



<210> 3 

<211>21 

<2 1 2> ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 

<400> 3 

cgcttcgaca gcgacgtggg g 



<210>4 

<2U>20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<40()> 4 

tatgaaactt atggggatac 



20 



40 
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5 



<210> 5 

<211> 16 

<212> ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 



<400> 5 

tcttgtgagc agaagc 



16 



10 



<210> 6 

<211> 14 

<212> ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 



15 



<400> 6 
ccgcctgccg ccga 



14 



20 <210>7 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

25 <400> 7 

aggggacccg ggcgga 



<210> 8 
30 <211>16 

<212> ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 

<400> 8 
35 gacgtggagg tgtacc 



<210> 9 
<211> 14 
40 <212>ADN 

<2 1 3> Homo sapiens 

<400> 9 
gccgcctgac gccg 

45 



50 



<210> 10 

<211> 14 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 10 
ggggcccggg cgtc 



14 



55 



<210> 11 

<2U> 14 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



60 
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<400> 1 1 
aggaggacgt gcgc 



5 <210> 12 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

10 <400> 12 

tcttgtaacc agatac 



<210> 13 
15 <211>18 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 
20 ggtggacacc gtatgcag 



<210> 14 
<211> 17 
25 <212>ADN 

<2 1 3> Homo sapi ens 



<400> 14 

tggaacagcc agaagga 



17 
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REVINDICATIONS 

1. Precede d'analyse de la predisposition genetique d'un patient a une maladie 
auto-immune, consistant a mettre un echantillon liquide contenant au moins un type 
d'amplicons, issus de ^amplification d'au moins une region polymorphe d'interet en 
rapport avec la maladie recherchee, en presence simultanement de sondes choisies de la 
fa<?on suivante : 

. au moins une sonde specifique de la susceptibilite du patient vis-a-vis de la maladie, 
. au moins une sonde specifique de la protection dudit patient vis-a-vis de ladite 
maladie, et 

. au moins une sonde specifique de la neutralite dudit patient vis-a-vis de ladite 
maladie, 

et consistant a reveler les hybridations realisees. 

2. Procede, selon la revendication 1, dans lequel la maladie auto-immune est un 
diabete insulino-dependant. 

3. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, c^cteriseence 
gue les sondes utilisees pour detecter le diabete insulino-dependant sont definies comme 



suit : 



au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0201 et HL A-DQB 1 * 0202 et 
HLA-DQB 1*0302 pour la susceptibilite, 

au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*0301, HLA-DQB1*0602 et 
HLA-DQB 1*0603 pour la protection, et 

au moins une sonde specifique des autres alleles associes au diabete insulino- 
dependant pour la neutralite. 
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4 Precede, selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise-Lce 
^ ,es sondes utilisees pour detecter le diabete msulino-dependant sont definies comme 



suit 



. au moins une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0201, HLA-DQB 1*0202, 
HLA-DQB1*0203, HLA-DQB 1*0302, HLA-DQB 1*0304, HLA-DQB1*0305, 
HLA-DQB1*0307 et HLA-DQB1*0308 pour la susceptibilite, 
• au moins une sonde specify des alleles HLA-DQB 1 *030 1 1, HLA-DQB1*03012, 
HLA-DQB1*03032, HLA-DQB 1*03033, HLA-DQB 1*0304, HLA-DQB 1*0306, 
HLA-DQB1*0308, HLA-DQB 1*0309, HLA-PQB1*0310, HLA-DQB 1*0602, 
HLA-DQB1*0603, HLA-DQB 1*0608, HLA-DQB 1*06 10, HLA-DQB 1* 06 1 1 1, 
HLA-DQB1*06112, HLA-DQB 1*0612, HLA-DQB 1*06 13, HLA-DQB1*0614 et 
HLA-DQB 1*061 6 pour la protection, et 
. au moins une sonde specify des alleles HLA-DQB 1*0306, HLA-DQB1*0401, 
HLA-DQB1*0402, HLA-DQB1*0501 1, HLA-DQB1*05012, HLA-DQB 1*0502, 
HLA-DQB1*05031, HLA-DQB 1*05032, HLA-DQB 1 *0601 1, HLA-DQB 1*060 12, 
HLA-DQB1*06013, HLA-DQB1*06051, HLA-DQB 1*06052, HLA-DQB 1*0606, 
HLA-DQB1*0609, HLA-DQB 1*061 12 et HLA-DQB1*0612 pour la neutral,te. 

5 Procede, selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, cMacterise^nce 
^ ta sondes utilisees pour detecter la susceptibilite vis-a-vis du diabete insuhno- 
dependant sont defmies comme suit : 

. „„e sonde specie de S *». HLA-DQB,™,, HLA-DQB,. 0202 e, HLA- 
DQB 1*0203, et 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*0302, HLA-DQB 1*0304, HLA- 
DQB1*0305, HLA-DQB1*0307 et HLA-DQB1*0308. 

6 Procede selon la revendication 5, mmzm*UZUm to» sondes utilisees 
pour detecter la susceptibilite vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont constituees 
d'au moins dix (10) acides amines successifs pris dans les sequences su.vantes : 
• SEQ ID NO 5 (TCTTgTgAgCAgAAgC), et 
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• SEQ ID NO 6 (CCgCCTgCCgCCgA). 

7. Precede, selon l'une' quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que les sondes utilisees pour detecter la protection vis-a-vis du diabete insulino- 
5 dependant sont defmies comme suit : 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*03011. HLA-DQB1 *03012, HLA- 

DQB 1*0304 et HLA-DQB 1*0309, 
. une sonde specifique des alleles HLA-DQB1*03011, HLA-DQB 1*03 01 2, HLA- 
DQB 1*03032, HLA-DQB1*03033, HLA-DQB 1*0306, HLA-DQB1*0309 et 
10 DQB1*0310, et 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*0308, HLA-DQB 1*0602, HLA- 
DQB 1*0603, HLA-DQB 1*0608, HLA-DQB 1*06 10, HLA-DQB1*061 1 1, HLA- 
DQB 1*06 11 2, HLA-DQB 1*06 12, HLA-DQB1*0613, HLA-DQB1*0614 et HLA- 
DQB 1*061 6. 

15 

8. Precede, selon la revendication 7, caracterise en ce que les sondes utilisees 
pour detecter la protection vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont constitutes d'au 
moins dix (10) acides amines successifs pris dans les sequences suivants : 

• SEQ ID NO 7 (AggggACCCgggCggA), 
20 • SEQ ID NO 8 (gACgTggAggTgTACC), et 
. SEQ ID NO 9 (gCCgCCTgACgCCg). 

9. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que les sondes utilisees pour detecter la neutralite vis-a-vis du diabete insulino- 

25 dependant sont defmies comme suit : 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*03 06, HLA-DQB1*0401 et HLA- 
DQB 1*0402, 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1*05011, HLA-DQB1*05012, HLA- 
DQB 1*0502, HLA-DQB 1*05031 et HLA-DQB 1 *05032, 
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. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1* 0601 1, HLA-DQB 1*060 12 et HLA- 
DQB1*06013, et 

. une sonde specifique des alleles HLA-DQB 1 *0605 1 , HLA-DQB 1*06052, HLA- 
DQB1*0606, HLA-DQB1*0609, HLA-DQB1*06112 et HLA-DQB 1*061 2. 

10. Precede, selon la revendication 9, caracterise en ce que les sondes utilisees 
pour detecter la neutralite vis-a-vis du diabete insulino-dependant sont constitutes d'au 
moins dix (10) acides amines successifs pris dans les sequences suivants : 

• SEQIDNO 10 (ggggCCCgggCgTC), 

• SEQ ID NO 1 1 (AggAggACgTgCgC), 

. SEQ ID NO 12 (TCTTgTAACCAgATAC), et 
. SEQ ID NO 13 (ggTggACACCgTATgCAg). 

11. Precede, selon Tune quelconque des revendications 4 a 10, characterise en ce 
gulau moins une sonde de contrdle positif, capable de s'hybrider avec l'ensemble des 
genes HLA-DQB 1, est utilisee pour permettre la detection de tous les alleles HLA- 
DQB I. 

12. Procede, selon l'une quelconque des revendications 6, 8, 10 ou 11, 
r Jn ,^ence au'au plus 38,89 %, preferentiellement au plus 20 %, des bases d'une 
meme sonde est remplacee par au moins une base analogue, telle que l'inosine. 

13. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 12, characterise en ce 
que, prealablement, au moins une amplification de la ou des regions polymorphes 
d'interet associees au HLA-DQB 1 est effectuee. 

14. Procede, selon la revendication 13, caracterise en ce que, les amorces 
d'amplification sont biotinylees, de sorte que les amplicons sont egalement biotinyles. 
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15. Precede, selon l'une quelconque des revendications 13 ou 14, caracterise en 
ce que , prealablement a 1' amplification, l'echantillon biologique preleve, 
preferentiellement sous forme de tache de sang seche, est traite en vue de ^extraction 
des acides nucleiques. 

16. Precede, selon la revendication 15, r-aracterise en ce que l'extraction des 
acides nucleiques s'effectue dans un melange reactionnel contenant deja les 
desoxyribonucleotides triphosphates (dNTP), qui seront ensuite utilises lors de 
1' amplification, et ce prealablement a 1' incubation. „ 

17. Precede, selon la revendication 16, caracterise en ce qu'apres l'incubation, 
on ajoute dans le melange reactionnel, des desoxyribonucleotides triphosphates (dNTP), 
qui seront egalement utilises lors de l'amplification ulterieure. 

18. Dispositif permettant la mise en oeuvre d'un precede, selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 17, ™™rteri se en ce que chaque type de sondes specifiques est 
fixe dans un compartiment independant, tel qu'un puits d'une plaque de microtitration, 
independamment des autres sondes. 

19. Dispositif, selon la revendication 18, caracterise en ce que chaque type de 
sondes utilisees pour detecter la susceptibilite ou la protection vis-a-vis du diabete 
insulino-dependant est fixe dans un compartiment independant, tel qu'un puits d'une 
plaque de microtitration, independamment des autres sondes utilisees pour detecter cette 
susceptibilite ou cette protection, et_que toute ou partie des differents types de sondes 
utilisees pour detecter la neutralite vis-a-vis du diabete insulino-dependant est fixee dans 
au moins un puits d'une plaque de microtitration. 

20. Dispositif, selon l'une quelconque des revendications 18 ou 19, caracterise 
en ce qu' au moins deux types de sondes specifiques differentes sont fixes dans un meme 
compartiment independant, tel qu'un meme puits d'un plaque de microtitration, sans 
interaction entre elles. 
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21. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 18 ou 19, caracterise 
en ce que l'ensemble des types de sondes utilisees pour detecter la susceptibilite ou la 
protection ou la neutralite vis-a-vis du diabete insulino-dependant est fixe dans un seul et 
meme compartiment, tel qu'un puits d'une plaque de microtitration. 

22. Procede de revelation des hybridations realisees avec un dispositif, selon 
l'une quelconque des revendications 18 ou 20, caracterise en ce que la revelation est une 
revelation colorimetrique non localisee mettant en jeu une reaction enzymatique, par 
exemple avec la peroxydase. 

23. Procede de revelation des hybridations realisees avec un dispositif, selon 
l'une quelconque des revendications 19 a 21, caracterise en ce que la revelation est une 
revelation localisee des hybridations realisees entre chaque type de sonde et les 
amplicons, par exemple par fluorescence ou radioactivite. 

24. Amorces permettant 1' amplification d'une sequence correspondant au gene 
HLA-DQB1 en vue de son utilisation dans un procede d'analyse de la predisposition 
genetique d'un patient au diabete insulino-dependant, qui utilise une amorce SEQ ID 
NO 1 en combinaison avec une amorce SEQ ID NO 2. 

25. Amorces, selon la revendication 24, caracterisees par le fait qu' elles sont 
biotinylees en 5'. 

26. Sondes de capture permettant 1' hybridation de sequences correspondant au 
gene HLA-DQB 1 en vue de 1'analyse de la predisposition genetique d'un patient au 
diabete insulino-dependant, qui sont fixees au fond d'un puits de plaque de 
microtitration ou sur une bille par I' intermediate d'un bras amine ou de biotine situe(e) 
en position 5' des sondes. 
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